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 Araújo Cáo, Mirleide. Autohemoterapia em ratos (rattus norvegicus): efeito 
sobre o nível do nível do fator de necrose tumoral (tnf-α) e leucócitos. 2013. 
46p. Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias) - Centro de Ciências 
Agrárias, Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre, ES, 2013.  
A auto-hemoterapia (AH), utilizada a mais de 30 anos é um procedimento antigo 
que nos últimos anos, está entre aos estudos que envolvem a medicina humana e 
veterinária. Ela tem a proposta de estimular o aumento dos macrófagos de modo 
a combater bactérias, vírus e células cancerosas. Pelo estimulo do sistema 
retículoendotelial, a medula óssea produz mais monócitos que vão colonizar os 
tecidos orgânicos e recebem então a denominação de macrófago. Por esta razão 
foi testado quatificamente o Tnf-α para avaliar o sistema de defesa em ratos que 
poderia ser empregado, como uma alternativa para contribuir com a 
imunogenicidade e niveis de proteção em animais de companhia. O TNF-α 
quando liberado em baixas concentrações age nas células endoteliais 
promovendo vasodilatação, estimulando a secretarem um grupo de citocinas que 
tem ação quimiotáxica em relação aos leucócitos, promovendo, um processo 
inflamatório local que possibilita o combate a quadros infecciosos. Foram serão 
utilizados 16 ratos hígidos, da linhagem Wistar,  de peso médio e idades iguais. 
Os animais foram divididos em dois grupos experimentais, G1 o grupo controle e 
G2 o grupo AH. Foram retirados sague para realização do Leucograma, teste de 
Elisa e da Autohemoterapia, antes da aplicação (M1), 8 horas após aplicação 
(M2) e 7 dias após aplicação (M3). Para quatificação de TNF-α foi utilizado o kit 
de ELISA, e a intensidade da cor foi medido a 450 nm.  Ao se avaliar nesse 
trabalho os valores de Fator de Necrose Tumoral (TNF-α) presente, bem como o 
leucograma de ratos submetidos a dois procedimentos de AH, os resultados 
revelaram que há um aumento na produção de TNF-α, após a aplicação da AH e 
que o número de linfócitos e monócitos também aumenta nos momento M2, com 
uma uma redução na produção de células em M3. Com base no conjunto de 
dados obtidos neste trabalho, houve alteração nos níveis de TNF-α, com aumento 
8 horas e 7 dias após o procedimento de AH. Em relação ao leucograma há 
aumento do número de células, como os linfócitos e monócitos 8 horas e 7 dias 
após a aplicação da AH. 





Araújo Cáo, Mirleide. Assessment of levels of tumor necrosis factor (TNF-α) 
and leucocyte count in rats (Rattus norvegicus) after procedure 
autohemotherapy. In 2013. 42p. Dissertation (Master in Veterinary Science) - 
Center for Agricultural Sciences, Federal University of Espírito Santo, Alegre, ES, 
2013. 
The autohemotherapy (AH), used for more than 30 years is an old procedure that 
in recent years, are among the studies that involve human and veterinary 
medicine. The AH stimulating the proposal of increasing macrophages in order to 
combat bacteria, viruses and cancer cells. For stimulation of the reticuloendothelial 
system, bone marrow produces more monocytes that will colonize the tissues and 
given the name macrophage. For this reason, the Tnf-alpha was quantumly tested 
to evaluate the defense system in rats that could be used or not, as an alternative 
to contribute to immunogenicity and protection levels in pets. Among the important 
cintocinas is the tumoral necrosis factor-alpha (TNF-α), which is secreted by 
macrophages, T cells, B cells and fibroblasts, and can act on almost all nucleated 
cells. It is also a mediator of many inflammatory and immune functions, which 
regulates the growth of many cell types. For the evaluation were used 16 healthy 
rats, Wistar, with the same weights and ages. The animals were divided into two 
groups with eight animals each, being the G1 the control group (physiological 
saline) and G2 the AH group. All animals had their blood collected for laboratory 
analysis before any procedure. Blood was collected for laboratory analysis to 
determine the levels of TNF-α and CBC. For quantitation of TNF-α was used 
ELISA kit (-linked immunosorbent assay) b100784 Rat TNF-α and the color 
intensity was measured at 450 nm. When evaluating this work the values of Tumor 
Necrosis Factor (TNF-α) present, as well as WBC of rats submitted to two AH 
procedures. The results show that there is increased TNF-α after application of HA 
and the number of lymphocytes and monocytes in the moment M2 also increases 
with a reduction in the production of cell M3. Based on the data obtained in this 
work, there were changes in the levels of TNF-α, the increase is evident 8 hours 7 
days after the procedure AH. In the WBC is increased number of cells, such as 
lymphocytes and monocytes 8 hours 7 days after application of HA. 
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A auto-hemoterapia foi introduzida como alternativa terapêutica por Ravaut 
em 1910, apud Leite, (2008), entre os anos de 1898 e 1913. Essa terapia foi 
utilizada especificamente para evitar infecções respiratórias e conforme  
Mettenleiter, (1936) com o passar dos anos, a auto-hemoterapia foi inserida no 
tratamento de diversas doenças como pneumonia, bronquites, furunculose, 
urticária e eczemas e mostrou-se eficiente no tratamento coadjuvante de feridas e 
lesões de pele.  
 O sangue extraído por punção venosa é rico em CO2 e quando em contado 
com um corpo estranho (no caso a seringa), é suficiente para provocar 
modificações físico-químicas na estrutura da hemácia e, por isso, quando injetado 
no organismo, atua como uma proteína estranha. Conhece-se o efeito estimulante 
das proteínas parentais sobre o sistema simpático e o parassimpático, e sabe-se 
que ocorrem reações vasomotoras e teciduais em todo o organismo. Assim como 
a ação do sistema reticulo endotelial estimulado pela auto-hemoterapia 
(TEIXEIRA, 1940) 
Os macrófagos são células secretoras multifuncionais do sistema imune que 
participam da regulação da resposta imunológica, pela liberação de mediadores 
químicos, frente a um estímulo apropriado (ZHAO, 2001). A ativação endotelial e 
macrofágica provoca a liberação de citocinas, ou seja, das interleucinas (IL-1, IL-6 
e IL-8) e do fator de necrose tumoral (TNF), amplificando, dessa forma, a resposta 
inflamatória (BASILE FILHO, 2001).  
Para OLLIER (2004), complexas redes de citocinas interagem de forma 
dinâmica para regular homeostaticamente as respostas imunes e outras vias 
biológicas. Por conseguinte, não é surpreendente que a variação nos níveis de 
citocinas tenha sido correlacionada à susceptibilidade nas doenças e processos 
inflamatórios. 
As citocinas são proteínas ou glicoproteínas secretadas que têm importante 
papel na comunicação celular e são elementos chave no controle da resposta 
imune, pois regulam a magnitude e natureza destas respostas, influenciando no 
crescimento e diferenciação de linfócitos. Elas exercem seus efeitos pela 
interação com receptores de membrana celular, caracterizados como 
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glicoproteínas transmembrânicas. Estes têm a capacidade de se ligarem às 
citocinas e de transferir a informação ao citoplasma da célula via componentes 
intracelulares. Como os receptores de citocinas têm distribuição ampla em 
diversos tipos celulares, uma citocina pode atuar em todos os tipos de células que 
possuem receptores para a mesma, sendo, portanto, chamadas de mediadores 




2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Auto-hemoterapia 
 A auto-hemoterapia consiste na retirada de sangue por punção venosa e 
sua imediata administração por via intramuscular ou subcutânea, em que o 
doador e o receptor são o mesmo indivíduo (METTENLEITER, 1936). 
Segundo Satin e Brito (2004), os produtos da degradação eritrocitária são 
conhecidos por estimular a eritropoiese e ativar o sistema imune normal, 
permitindo a manutenção da homeostasia. Em análise de dados experimentais e 
clínicos do efeito estimulante da auto-hemoterapia em humanos e animais, bem 
como experimentos in vitro com linfócitos foi observado que os produtos da 
degradação eritrocitária exercem um efeito mais poderoso que eritrócitos intactos. 
 
(...) As alterações físico-químicas, na totalidade do sangue 
e do soro, são tão delicadas e ocorrem rapidamente, que 
nenhuma comparação pode ser feita entre o sangue retirado de 
uma veia e reinjetado intramuscularmente, e o sangue acumulado 
em uma ferida para ser absorvida, estes dois processos são 
inteiramente diferentes (METTENLEITER, 1936. Pg.333). 
 
 Klemparskaya et al. (1986), ressaltam que em casos de doenças 
inflamatórias crônicas, pode levar a uma reativação orgânica. Silva (2009) 
comprovou em estudo a ativação do sistema imune por meio da aplicação de 
sangue autólogo intramuscular.  
Estudos realizados em humanos por David (1924) observou somente a 
ocorrência de reações adversas locais imediatamente à injeção, em que o doente 
sente uma sensação de peso, de dificuldade nos movimentos no nível do glúteo 
que desaparece e rapidamente o paciente volta a suas atividades normalmente, e 
no caso da injeção no tecido subcutâneo abdominal ou tecido circunvizinho do 
local da picada, forma-se equimose mais ou menos duradoura que depende da 
quantidade de sangue injetado. Afirma que em todos os doentes envolvidos em 
seus estudos e que receberam as injeções por via intramuscular não foi 




2.1.2 Técnicas utilizadas 
 
Segundo Mettenleiter (1936), existem cinco diferentes métodos de 
aplicação da auto-hemoterapia: a) pela injeção intramuscular de sangue 
desfibrinado (20 mL de sangue são desfibrinados e injetados imediatamente); b) 
por uma injeção intramuscular de 16 mL de sangue fresco com 4mL de água 
destilada; c) pela injeção intramuscular de sangue fresco inalterado; d) pela 
injeção intravenosa de sangue desfibrinado ou sangue mantido no gelo por 
algumas horas ou mesmo dias; e) pela injeção intradérmica em pequena 
quantidade de 1 ou 2 mL de sangue fresco. Porém a injeção intravenosa pode 
causar sérios efeitos colaterais, preconizando então, a intramuscular, que mesmo 
em grandes quantidades de sangue injetado por essa via (até 40 mL) não se 
observa complicações, nem desconforto ao paciente. 
Porém, é importante frisar que a auto-hemoterapia oferece os mesmos 
riscos de qualquer outro procedimento em que o cliente se submete a punções 
venosas e injeções intramusculares, quais sejam: lesões de nervos e vasos, 
necrose tecidual, hematomas e flebites. Acredita-se que estes riscos possam ser 
minimizados ou anulados se o procedimento for realizado por pessoa qualificada 
(GEOVANINI e NORBERTO, 2009).  
Grande parte dos médicos que utilizavam a técnica de auto-hemoterapia 
preferiam a injeção intramuscular no músculo glúteo, outros no tecido subcutâneo 
da parede abdominal, ou ainda, injetavam sem mudar de agulha no tecido celular 
circunvizinho do local da colheita, sob o pretexto de evitar a coagulação do 
sangue na seringa (DAVID, 1924). 
Em estudo realizado por Giovanni e Norberto (2009) em humanos, o 
sangue era colhido de veias periféricas escolhidas com critério, os locais da 
punção nos membros eram alternados semanalmente entre os superiores direito 
e esquerdo. As injeções do sangue colhido eram aplicadas nos músculos 
ventroglúteo, glúteos máximo e mínimo direito e esquerdo, também se alternando 
as regiões de aplicação e aplicando-se 5mL em cada uma de quatro regiões, por 
via intramuscular profunda utilizando-se seringa de 20mL e agulha 25 X 7 mm 
para a punção e 30X8 mm para as aplicações. 
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2.1.3 Substâncias associadas à técnica de auto-hemoterapia  
 
A associação de substâncias a auto-hemoterapia se deve as propriedades 
imunomoduladoras que apresentam, pois, segundo Appolinário e Megid (2007), 
imunomoduladores são substâncias que atuam no sistema imunológico 
conferindo aumento da resposta orgânica contra determinados micro-organismos, 
incluindo vírus, bactérias e protozoários, mediante a produção de interferon e 
seus indutores.  
Ainda há o uso da auto-hemoterapia associada a outras substâncias como: 
o gás ozônio, a ozonoterapia (Scrollavezza, 2002), porque também funcionam 
como moduladores do sistema imunológico o que aumenta sua função isto é, 
quando a imunidade está diminuída ele aumenta a resposta em níveis 
compatíveis com o estado de saúde. Sendo assim associações são interessantes 
para modulação mais eficaz. 
A técnica com ozônio, isto é, retransfusão do sangue ozonizado, vem 
sendo usada na Europa por mais de três décadas para a cura de doenças, 
particularmente para tratamento de doenças crônicas de origem viral e 
neoplasias. Estudos experimentais sugerem que o ozônio pode desencadear a 
produção de citocinas em leucócitos, levando a modulação do sistema 
imunológico do hospedeiro (BOCCI, 1992).  
Utilizaram a auto-hemoterapia associada ao clorobutanol como no caso da 
papilomatose canina a aplicação de clorobutanol mais a auto-hemoterapia, que 
foram realizadas no mesmo dia na pesquisa de Silva, (2004), das nove terapias 
testadas, optou pela utilização da auto-hemoterapia associada ao clorobutanol em 
um grupo de 27 bovinos, obtendo um total de 36% de animais recuperados. 
O aspecto modulador da imunidade do levamisol foi estudado, em 1971, 
por Renoux e Renoux (1971), e foram os primeiros a evidenciar o efeito 
imunomodulador do levamisol quando o composto demonstrou aumento da 
resposta contra Brucela sp. em camundongos. 
Lomnitzer e Rabson (1978), estudando o cloridrato de levamisol 
descobriram enorme potencial no estímulo imunológico, além de restaurador da 
função de células imunodeficientes (fagócitos, linfócitos T e linfócitos B).  




O sistema imunológico (SI) protege o organismo animal contra antígenos 
estranhos com potencialidade patogênica ou não, ativando ação coletiva e 
coordenada entre células e moléculas. Embora apresente grandes benefícios, 
precisa de controle para evitar que auto-antígenos sejam destruídos (FARIA et. al. 
2008).  
Do ponto de vista imunológico o baço é o maior órgão linfóide do 
organismo e o principal local das respostas imunes a antígenos originados no 
sangue. Desta forma, pode-se afirmar que o baço assume importante função de 
defesa do hospedeiro (BRANDT, 2006). Como um filtro, captura e apresenta 
antígenos a um grande número de células T e B que residem ou circulam no 
sistema linfóide. É também a maior fonte de imunoglobulina G (IgG), 
imunoglobulina M (IgM) e o maior local de produção de fatores envolvidos no 
processo fagocítico de bactérias encapsuladas (KOREN et. al., 1984). 
Segundo Guimarães et. al. (2009), em estágios iniciais de invasão 
microbiana ou de injúrias teciduais, a homeostase local e sistêmica é realizada 
por macrófagos, dando início a uma complexa série de eventos celulares e 
bioquímicos. Eles passam a circular na corrente sanguínea durante 24 a 72 horas 
e, em seguida move-se para os tecidos por todo o corpo. Nos tecidos, monócitos 
maduros se diferenciam em vários tipos de macrófagos. O sistema imune 
funciona a partir da estimulação antigênica iniciando a resposta imune que 
envolve cooperação celular entre macrófagos, linfócitos B e linfócitos T. O 
processo de migração de monócitos, pela corrente sanguínea, para outros 
tecidos, permite a diferenciação em macrófagos residentes, o que permite 
constatar que macrófagos de diferentes tecidos são conhecidos por diferir com 
respeito às funções desenvolvidas. 
Para Teixeira, (1940) estudos comprovam que o sistema mononuclear 
fagocitário (SMF) é eficazmente estimulado pela auto-hemoterapia. Pela prova do 
vermelho congo, evidencia-se a capacidade do Sistema SMF de armazenar 
corantes, o que é acentuado após a terapia. Por meio de punção e coleta de 
conteúdo vesicular inflamatório e centrifugação, e análise depois de seco e 
corado, há incidência de 5% de monócitos, após a aplicação da terapia com 
sangue e nova coleta e análise do conteúdo vesicular, notou-se aumento de 22% 
de monócitos as 8:00 horas, 20% após 72 horas, diminuindo gradualmente em até 
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sete dias. Outro teste se resume em determinar o índice bactericida em tumores, 
notando-se que após a terapia, há acréscimo máximo do índice bactericida e de 
monócitos dentro de 8:00 horas, provando a estimulação de defesa pelo SMF. 
Para Silva, (2009), os resultados da leucometria global após aplicação da 
auto-hemoterapia em ratos, apresentaram-se normais, indicando que não havia 
alterações no sistema imunológico. Dois dias após, a leucometria, apresentou 
significativa diferença mostrando a reação imunológica esperada no quantitativo 
leucocitário, aumentada em quase duas vezes em relação ao primeiro dia.  
 
2.2 Auto-hemoterapia em medicina veterinária 
 
2.2.1 Hemoparasitoses 
A Erlichiose canina é causada por uma bactéria a Erlichia canis 
pertencente a família Anaplasmataceae (GREENE, 2012), são microrganismos 
pleomórficos Gram-negativas, imóveis e que se replicam somente nas células dos 
hospedeiros. Tem predileção por leucócitos e plaquetas (QUINN, 2005). 
Garcia (2008) relata o caso de uma cadela de aproximadamente dois anos 
de idade, SRD, com diagnóstico laboratorial positivo para erlichiose (Ehrlichia sp.) 
no qual foi instituido um tratamento com auto-hemoterapia ozonizada, em dez 
sessões. O número de monócitos antes do tratamento estava ligeiramente baixo e 
houve significante aumento após o início da ozonioterapia, que pode ser atribuído 
ao tratamento permitindo ao autor constatar que a auto-hemoterapia ozonizada foi 
eficaz na reversão do quadro clínico e laboratorial de erlichiose na paciente 
tratada. 
Em outra situação, utilizando-se de 10 animais portadores de 
hemoparasitoses diagnosticados através do exame parasitológico sanguíneo, 
Melo (2010), observou a presença do agente Anaplasma platys parasitando 
plaquetas no esfregaço, e após tratamento convencional de auto-hemoterapia 
associado à doxiciclina observou-se que em 80% dos animais tratados com 
autohemoterapia houve um aumento dos bastonetes durante as duas semanas 
seguintes, sugerindo que este aumento ocorreu pelo estímulo na produção das 




2.2.2. Papilomatose cutânea 
 
Na medicina veterinária, Santin & Brito (2004) e Silva (2004) incluíram que 
a auto-hemoterapia no tratamento de papilomatose cutânea em bovinos leiteiros 
se mostrou estatisticamente eficaz, quando comparado aos demais tratamentos.  
Em outro estudo utilizando 154 bovinos, de raças e idades variadas, mas 
portadores de papilomatose cutânea plana e pediculada, Silva (1998) observou 
que a auto-hemoterapia foi mais eficiente que o implante pediculado autólogo de 
papiloma no tratamento de papilomatose bovina. 
 
2.2.3 Outras lesões em anexos e pele  
 
Para avaliar se o ozônio, Scrollavezza (2002) administrou a auto-
hemoterapia ozonizada em 60 vacas leiteiras afetadas por sinais clínicos da 
podridão do pé (fleimão interdigital aguda), para o tratamento. Observou a parada 
na claudicação após três dias de tratamento com o ceftiour (antibiótico 
pertencente ao grupo das cefalosporinas), três dias de tratamento com 
oxitetraciclina e um dia de tratamento de ozônio com auto-hemoterapia.  uso de 
ozônio na auto-hemoterapia para podridão do pé da vacas leiteras foi tão eficaz 
como a antibioticoterapia com ceftiour e oxitetraciclina, mas resultou ser o melhor 
porque o leite e a carne proveniente de vacas tratadas com ozônio não estavam 
sujeitas à tempo de afastamento, pois não deixa resíduos no leite e carne.  
Silva, (2009) observou os efeitos da aplicação de auto-hemoterapia em 
ratos que sofreram incisão dorsal de 1,0cm2, onde observou diferenças 
significativas nos resultados da leucometria global, dois dias após as aplicações 
de auto-hemoterapia nos animais tratados, assim como a cicatrização 
apresentou-se notoriamente mais plana, de bordas regulares e cicatriz final quase 






3. Fator de necrose tumoral 
 
 Para Turner et al., (2011), as citocinas são moléculas de sinalização com 
um papel importante nos processos fisiológicos e imunológicos. Zhao, 2001 
reporta que os macrófagos são células secretoras multifuncionais do sistema 
imune que participam da regulação da resposta imunológica, pela liberação de 
mediadores químicos, frente a um estímulo apropriado.  
O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), foi descoberto por Carswell et al. 
(1975), é uma das cinco famílias mais importante de citocinas observado nos 
últimos quinze anos e o emprego de técnica da biologia molecular tornou possível 
a descrição dos vários polimorfismos presentes. Acredita-se que a presença 
destes polimorfismos possa desempenhar papel crucial na regulação das funções 
do gene, propiciando em algumas situações a produção diferencial da citocinas 
que, por sua vez, desempenham papéis centrais nos mecanismos inflamatórios 
usualmente presente na resposta imunológica mediada por células. Para Thomas, 
(2001), Genov et al., (2007) e Ohkawara, et al., (1992) é reconhecido como 
importante mediador em muitos eventos inflamatórios dependentes de citocina, 
com base em estudos realizados em camundongos.  
No começo da série de estudos in vitro feitos por (Van der Linden et 
al.,1998) em torno do TNF-α com células do sangue total de indivíduos saudáveis 
e concentrações diferentes de lipopolissacáridios (LPS) verificaram que a 
produção de TNF-α se mantinha apesar de diferenças decorrentes de método 
laboratorial e de variações entre indivíduos, mostrando que no homem é 
verdadeira a existência de fenótipos de alta ou baixa produção desta citocina.  
O TNF-α pode ser produzido por macrófagos ativados, linfócitos ou 
monócitos. Após ser produzido e liberado, o TNF-α liga-se a receptores 
específicos denominados de receptores de TNF (TNF-R) I e II, para que possa 
produzir o seu efeito biológico (BINGHAM, 2002). Dados adicionais indicam que o 
TNF-α pode regular moléculas de adesão e facilitar a imigração de células 
inflamatórias (TOMAS, 2001). Também é liberado por mastócitos e por 
macrófagos, na resposta alérgica, via mecanismos IgE-dependentes 
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Com o objetivo de empregar como tratamento a técnica de auto-hemoterapia (AH) 
foi identificado os níveis de proteção em animais de companhia, pela quantificação do 
TNF- α em ratos submetidos a esta técnica. Os grupos experimentais consistiram de G1: 
Grupo controle e G2: Grupo AH. Com as amostras de sangue obtidas dos animais e 
armazenadas em tubo com anticoagulante foram utilizadas para a realização do leucograma 
e a determinação dos níveis de TNF-α por meio do teste ELISA, com plasma sanguíneo, 
em três momentos. Nos resultados observa-se aumento na produção de TNF-α dentro dos 
grupos G1 e G2 (p<0.05). O número de monócitos diminui no M3 (p=0,024) e o número 
de linfócitos diminui no M2 (p=0,018) do G2. Com os dados obtidos neste trabalho, 
especula-se que a AH interfere significativamente nos valores de linfócitos e monócitos, 
após uma semana da aplicação da auto-hemoterapia. 
Palavras-chave: Animais; Citocina; Sistema imune. Auto-hemoterapia. 
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 It was quantified TNF-α to evaluate the defense system in rats submitted 
to autohemotherapy (AH), since it could be used as an alternative diagnostic and increase 
levels of protection for pets. The experimental groups consisted of G1: control 
group and G2: AH group. Venipuncture was performed in the animals' blood into a tube 
with anticoagulant to perform the WBC in three stages. The determination of TNF-α was 
performed by ELISA using blood plasma. The results showed that there is 
increased production of TNF-α in the groups G1 and G2 (p <0.05), after the application of 
autohemotherapy and the number of monocytes decreases in the moment M3 (p=0.024) 
with a reduction in the production of lymphocytes in M2 (p=0.018) in G2. Based on the 
data obtained in this work, it is speculated that the  AH, significantly interferes, 
significantly the values of lymphocytes and monocytes, after a week of applying auto-
hemotherapy.                 
Keywords: Animals; Cytokine; Immune system; Autohemotherapy. 
 
INTRODUÇÃO 
 Auto-hemoterapia é uma técnica antiga empregada em doenças sistêmicas e de 
origem desconhecida. Observa-se que a técnica foi usada em humanos (TEIXEIRA, 1940) 
e animais (CORREIA e CORREIA, 1992).  
 O sangue extraído por punção venosa é rico em CO2 e em contado com corpo 
estranho (no caso a seringa), provoca modificações físico-químicas na estrutura da hemácia 
e, por isso, quando injetado no organismo, atua como proteína estranha. Há efeito 
estimulante das proteínas parentais sobre o sistema simpático e o parassimpático e reações 
vasomotoras e teciduais no organismo, assim como a ação do sistema mononuclear 
fagocitário estimulado pela auto-hemoterapia (TEIXEIRA 1940). 
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 Para VERONESI, (1976), um desses estímulos é o aumento do número e função de 
macrófagos no organismo e para Apolinário e Megid (2007), quando ativados produzem 
citocinas para a modulação da resposta inflamatória com ação mitógena para os timócitos, 
estimulando a resposta de fase aguda, proliferação e ativação de linfócitos T e B. 
 Dentre as citocinas de importância está o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) 
secretado pelos macrófagos, células T e B e fibroblastos, e podem agir em quase todas as 
células nucleadas. Quando liberado em baixas concentrações age nas células endoteliais 
promovendo vasodilatação e as estimulando a secretarem outro grupo de citocinas com 
ação quimiotáxica em relação aos leucócitos, promovendo processo inflamatório local que 
possibilita o combate a quadros infecciosos. Pode atuar de forma solúvel ou ligada à 
membrana. É também, um mediador de muitas funções imunes e inflamatórias, que regula 
o crescimento de diferentes tipos celulares (BINGHAM, 2002). 
Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a produção de TNF-α e de 
células leucocitárias em ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar, em presença de auto-
hemoterapia.   
MATERIAL E MÉTODOS 
 Este trabalho foi delineado como um ensaio clínico pareado e obedeceu aos 
princípios da Comissão de Ética no uso de animais em pesquisa, da Universidade Federal 
do Espírito Santo, com protocolo experimental aprovado sob o número 067 – 2012.  
 Os animais utilizados neste experimento foram obtidos do Biotério Central, 
Unidade Técnica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e encaminhados ao 
Biotério do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Espírito Santo. Ao 
todo foram utilizados 12 ratos (Rattus norvegicus) machos hígidos, da linhagem Wistar, 
com 60 dias de idade e peso em torno de 500g.  Foram alocados em caixa de polipropileno 
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C, umidade e luminosidade controladas em foto período  de 
12 horas claro/escuro/por 28 dias, alimentados com ração específica e água ad libidum.  
 A eutanásia ao final do experimento, foi realizada de acordo com a Lei n
o
1000 de 
maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinária. Aplicação de anestesia geral 




Grupo 1 (Controle) – grupo de seis animais. Cada animal, após sedação com a associação 
de 60 mg/Kg de cetamina e 10 mg/Kg de xilazina, tiveram o sangue coletado, por via 
intracardíaca.  
M1: Para as análises laboratoriais antes do procedimento. Foram colhidos 0,7 mL de 
sangue de cada animal, separando-se 0,5 mL para o leucograma e posterior separação do 
plasma para dosagem de TNF-α. Neste grupo, após a coleta aplicou-se 0,2 mL de soro 
fisiológico, via intramuscular, em cada um animal.   
M2: Após 8 horas da aplicação do soro fisiológico foram retirados mais 0,5 mL de sangue 
pela mesma via, com sedação, para nova análise do leucograma e dosagem de TNF-α.  
M3: Após 7 dias da aplicação do soro fisiológico, os animais foram submetidos a sedação, 
por via intramuscular, para nova coleta de 0,5 mL de sangue, realização do leucograma, 
separação do plasma e verificação dos níveis de TNF-α. 
Grupo 2 (Autohemoterapia) – grupo de seis animais. Cada animal, após sedação com a 
associação de 60 a 80mg/Kg de cetamina e 8 a 15mg/Kg de xilazina, tiveram sangue 
coletado por via intracardíaca.  
M1: Para as análises laboratoriais antes do procedimento. Foram colhidos 0,7 mL de 
sangue de cada animal, separando-se 0,5 mL para o leucograma e posterior separação do 
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plasma para dosagem de TNF-α. Neste grupo, após a coleta aplicou-se 0,2 mL de sangue 
fresco, via intramuscular em cada um animal.   
M2: Após 8 horas da aplicação do sangue fresco foram retirados mais 0,5 mL de sangue 
pela mesma via, com sedação, para nova análise do leucograma e dosagem de TNF-α.  
M3: Após 7 dias da aplicação do sangue fresco, os animais foram submetidos a sedação 
por via intramuscular, para coleta de 0,5 mL de sangue, realização do leucograma, 
separação do plasma e verificação dos níveis de TNF-α. 
 As análises da leucometria e da dosagem de TNF-α ocorreram nos momentos M1, 
M2 e M3 do grupo controle (G1) e do grupo auto-hemoterapia (G2). Após a coleta, foi 
realizado o hemograma no equipamento Mindray® BC 2800 Vet, e posteriormente o 
sangue foi centrifugado em macro centrífuga sorológica marca Centribio®  a 1800 g,  para 
separação do plasma. Do hemograma foram separados os valores do leucograma. 
 Com o plasma foram realizadas as determinações dos níveis de TNF-α, em 
duplicata, por meio do teste ELISA (ABCAM (ab100784 TNF alfa Rat)) com sensibilidade 
<25pg/mL e faixa de avaliação entre 82.3 pg/mL-20000 pg/mL. As análises ocorreram 
segundo recomendação do fabricante e a densidade óptica foi determinada usando leitor 
automático de microplacas (BIO-RAD, PW40), no comprimento de onda de 450 nm. 
 Para análise dos dados foi utilizado o teste estatístico não paramétrico de Kruskal –
Wallis para a verificação das possíveis alterações dos níveis de TNF-α para cada célula e 
verificação da associação entre a leucometria e níveis de TNF-α. Foi utilizado ainda o teste 
de Wilcoxon, para a identificação da possível diferença entre os grupos controle e auto-
hemoterapia. Para os testes foi utilizado o nível de 5% de probabilidade uma vez que foi 







Os resultados obtidos na análise do leucograma observou-se que pós teste de Siegel 
e Castellan a 5% de significância no teste de Kruskal-Wallis, existe diferença significativa 
entre a produção de monócitos (p<0,05) entre os momentos M1 e M3 do G2 (Auto-
hemoterapia), quando diminui em número monócitos na corrente sanguínea, em M2 
(p=0,024) (Fig.1). Para o número de linfócitos, observou-se uma diferença significativa 
(p<0,05), o que demonstra significância entre M1 e M2, com o numero de linfócitos menor 
para o grupo M2 no G2, com (p=0,018) (Fig.2). Esta diferença não ocorreu com as demais 
células consideradas, neutrófilos (p=0,943), eosinófilos (p=0,663) e leucometria total 
(p=0,489) para o G2. No G1(Grupo controle) não se observou diferenças em nenhuma das 
células da série leucocitária onde (monócitos (p=0,732), linfócitos (p=0,113), neutrófilos 
(p=0,593), eosinófilos (p=0,393))  nem na produção de leucócitos totais (p=0,174). 
 Na análise dos níveis de TNF-α, diferença significativa dentro dos grupos sendo 
que para o G1(Grupo controle) para o pós-teste de Siegel e Castellan (p<0,05) entre M1 e 
M3. Para o G2 (Auto-hemoterapia) também há diferença significativa na produção de 
TNF-α com (p<0,05), considerando entre os M1 e M3. Para a análise entre os grupos (G1 e 
G2) da produção de TNF-α foi usado o teste de Wilcoxon que mostrou diferença não 
significativa na produção de TNF-α entre os grupos (p=0,651). 
 
DISCUSSÃO 
Os resultados mostraram que houve diminuição de monócitos em M3 após 
aplicação da auto-hemoterapia, o que segundo LOPES, (2007) as funções dos monócitos e 
macrófagos incluem a transformação de monócitos em células efetoras teciduais; ação 
fagocítica e microbicida; e regulação da resposta imune. O que nos explica a alteração na 
quantidade dessas células no leucograma entre M1 e M3 após a auto-hemoterapia. 
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(DRUMOND, 2013) provavelmente, o mecanismo de ação da auto-hemoterapia é 
aumentar a imunidade orgânica.  
 Outra célula que tem importante diminuição em M2 são os linfócitos que segundo 
LOPES, (2007), as principais funções dos linfócitos incluem a imunidade humoral, 
imunidade celular, regulação imune, atividade citotóxica e vigilância imune e secreção de 
linfocinas. O que pode explicar a diminuição dessas células na corrente sanguínea em M2 
após auto-hemoterapia, pois estas células possuem um fenômeno de recirculação, de suma 
importância biológica porque proporciona uma distribuição generalizada de células 
linfoides ocupadas com a resposta imune sistêmica e como resultado, grande número de 
linfócitos pode ser exposto a um antígeno depositado localmente no tecido (LOPES, 2007). 
  Os resultados revelaram que há aumento na produção de TNF-α, após a aplicação 
da auto-hemoterapia, com redução no número de monócitos em M3. Com a continuada 
produção de TNF-α e, como é uma citocina pró-inflamatória, o seu valor elevado estimula 
o aumento dos macrófagos nos tecidos, de acordo com MACKAY, (1993)  a estimulação 
da adesão de leucócitos ao endotélio é uma das muitas atividades do TNF-α, com ações 
semelhantes à IL-1, sendo mediador na defesa anti-humoral e anti-viral (VARELLA, 
2001). 
 Segundo ZHAO (2001) os macrófagos são células secretoras multifuncionais do 
sistema imune que participam da regulação da resposta imunológica, pela liberação de 
mediadores químicos, frente a um estímulo apropriado. Pode-se então explicar o 
mecanismo de ação da auto-hemoterapia, agindo como imunoestimulador e a interação 
com o sistema imune. 
 O TNF-α, regula as citocinas pró-inflamatórias, como as interleucinas (IL-1, IL-6 IL-
8), principalmente a secreção e modulação da IL-1 e o fator de estimulação de colônia de 
granulócitos e macrófagos (GM-CSF) (AZEVEDO 2011). A IL-1, TNF-α e IFN-δ 
estimulam a produção de quimiocinas e moléculas de adesão, recrutando mais células 
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inflamatórias da corrente sanguínea e criam condições para amplificação da cascata 
inflamatória (BALDAIA, 2002). Sabendo disso, tem-se mais uma alternativa para a 
resposta de diminuição de monócitos apresentada em M3 inversamente aos valores de 
TNF-α, no mesmo momento, modulando a resposta inata.  
   Os linfócitos são outras células que declínam na leucometria e como comentou 
Vizoni et al, (2008)  as citocinas têm importante papel na comunicação celular e  
influenciam no crescimento e diferenciação de linfócitos, especula-se que seja esse 
aumento de TNF-α, juntamente com outras citocinas, principalmente a IL-1, que 
estimulem essa diferenciação e os retirem da corrente sanguínea, visto que as citocinas são 
elementos essenciais no controle da resposta imune, regulam a magnitude e natureza destas 
respostas, como também novos receptores na superfície das células. Para  Basile filho 
(2001) a produção de TNF-α e IL-1 promovem a liberação sistêmica de IL-6 e IL-8, 
amplificam a resposta inflamatória, portanto, uma explicação para o declínio dessas células 
na corrente sanguínea. 
  O excesso de TNF-α pode levar a sérias consequências (AZEVEDO, 2011). Altas 
concentrações de TNF no sangue de pacientes com septicemias estão relacionadas com a 
piora do prognóstico. Em animais de laboratório, injeções de TNF-α, mesmo na ausência 
de bactérias, levam a quadro semelhante ao choque séptico, sugerindo importante ação 
destrutiva quando sintetizado em quantidades excessivas (KUNKEL et al. 1991).  
Como há o aumento de TNF-α, nos momentos inicias, de forma branda, acredita-se 
que aja estimulando e modulando a resposta inata, mas em M3, ele continua a aumentar, 
mesmo com a diminuição na leucometria total, mas sabe-se que seu excesso pode levar a 
piora do prognóstico dos pacientes segundo AZEVEDO, (2011), mas este fato não tem 




   Neste sentido, especula-se que a expressão de TNF-αm pela aplicação da auto-
hemoterapia, estimule as células da resposta inata, principalmente monócitos e linfócitos. 
Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi verificar se há resposta imunológica, após 
o procedimento de auto-hemoterapia, comparada com a aplicação de soro fisiológico, após 
as aplicações.  
Buscou-se evidenciar que a técnica empregada em várias áreas clínicas produz a 
imunoestimulação na produção de TNF-α, visto que macrofagos e monócitos participam 
ativamente no processo de sua produção e na fagocitose de células infectadas. Para 
RAMIREZ (2000), por exempo, a auto-hemoterapia representa um novo método para 
tratamento e cura do Diabetes Mellitus 2, pela auto-negativação de anticorpos, atuando 
como auto-vacina ao estimular o sistema auto-imune.  
Para STAUBACH, (2006) a auto-hemoterapia, é promissora e potencialmente 
curativa e mais uma opção terapêutica, além de seguro, outro exemplo, de pacientes que 
apresentavam urticária tiveram melhora significativa na sua qualidade de vida, além da 
diminuição do uso de anti-histamínicos e segundo GRACER, (2005) seus processos 
resultam em estimulação dos sistemas imunitários e cura dos pacientes. 
A auto-hemoterapia pode  ser empregado como uma alternativa para contribuir com 
a imunogenicidade e aumento dos níveis de proteção em animais de companhia. 
Vale ressaltar que de acordo com os resultados obtidos é de suma importância a 
dosagem de outras citocinas, como a IL-1 e IL-6, levando em consideração a modulação da 
IL-1 exercida pelo TNF-α, e a função anti-inflamatória da IL-6, pois pode inibir grandes 
excessos de TNF-α, ao influenciar de forma positiva a estimulação da produção do TNF-α, 
pela auto-hemoterapia. Sugere-se também que o local de aplicação seja avaliado, por meio 
de técnicas histopatológicas a fim de observar se há aumento do número de macrófagos na 
região de aplicação. Por isso é importante estudos que mostrem os efeitos dessa técnica 
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Fig. 1 Valores do número de monócitos no G2 grupo AH, onde há diferença significativa 
entre M1 e M3 *(p=0,024). O que não ocorre no G1 grupo controle. *Valores a um nível 
















































Fig. 2 Contagem de Linfócitos no G2 grupo AH, há diferença significativa entre M1 e M2 
*(p=0,018). O que não ocorre no G1 grupo controle.*Valores a um nível de 5% de 
























































Anexo 2: COMITÊ DE ÉTICA  E  BIOSSEGURANÇA. 
 
 
 
 
 
